































(Tanaka ct d。,1993)。 また,CSF-1分泌能が欠損 したop/opマウスでは,破骨
2細胞が減少または出現 しないため,正常な骨吸収が行われず歯が埋伏するが,
CSF‐1を腹腔内投与すると,多数の破骨細胞が骨中に出現 し,歯が萌出する


















に播種 し,15%のウシ胎児血清 (FCS)(GIBCO BRL,ML,USA)を含む Eaglds

























で 14から28日間脱灰 した。 アルコール脱水後,パラフィン包埋 し,7μmの
矢状断薄切標本を作成 した。標本は0.01%のポリ‐L‐リジン (Si〔pa,MO,USA)
で表面処理 したスライ ドグラスに貼付 した。
一部のラットに生後 0日から3日まで,腹腔内に 1日1回,1.7μgのリコン
ビナン トマウス IL-lα(Gerlzyme,Kenb五dge)または 1.251Uのサケカルシ トニ




PBSで洗浄 した後,標本をウシ血清アルブミン (Dako LSAB kit,Dako A/S,
Glasmp,Dellmark)と,室温で 10分間反応 させ,非特異性のバックグラウン ド
を減少させた。
さらに標本を抗 c‐Fms/CSF‐lR一次抗体 (Santa Crllz Bioteclmology, CA,USA)
を 1:1000に希釈 し,0.1%Triton X…100(Signa,MO,USA)を含むPBSと,室温
で24時間反応させた。さらに標本をビオチン標識抗ウサギイムノグロブリン・
ヤギ抗体 (Dako LSAB kit,Dako A/S,Glastmp,Derlmark)を1:10に希釈 した
0.05Mトリス塩酸緩衝液 (TBS)で,10分間反応させた。 次に,標本をペルオ
キシダーゼ標識ス トレプ トアビジン (Dako LSAB kit,Dako A/S,Glasmp,
Derlmark)に,室温で 10分間反応 させた。その後,ニッケルアンモニウム硫酸
塩 (和光純薬,大阪)と0.04%ジアミノベンジルテ トラハイ ドロクロライ ド (和
光純薬,大阪)を加えたTBSに,0.003%過酸化水素水を添カロした溶液で,10分






長を,ソフ トウェア (NIH Image,National lnstitutes ofHealth,USA)を用いて計
測 し,陽性細胞数をDFの単位長さ (llm)あたりの数で表 した。
励 ガ
計測 したTRAPおよび c―Fms陽性細胞の各群の値が,正規分布に従 うか否か
を,χ2検定により検定した。 次に Bartle■検定により,各群の分散が均一であ
ることを確認 し,一元配置分散分析法 (ANOVA)を用いて,群間の有意差を検










CM濃度依存性を示 して,有意に増加 した (図2)。
|1文1 1, 2 1lilノ、|
霧 2.
多数の TRAP陽性を示す多核巨細胞と単核細胞が,ラット下顎第一日歯の周
囲に観察された (図3a)。 TRAP陽性の多核細胞は,DFに接 した歯槽骨の小富
に観察され,活発な骨吸収像を示 していた。 一方,強い c¨Fms/CSF…lRの発現









TRAP陽性の多核細胞数を計測 したところ,生後 3日で 13.5個/―と,最も
多く観察され,その後は有意に減少 し,生後 12日では4.6個/mmであった (図
5a,6)。 DF周囲の多核細胞における c¨Fms/CSF-lRの発現も,生後 0日で 8.0
個/―であるのに対して,生後 3日で 10.3個/rllmと最大となり,生後 12日では





数が有意に増加 した (図7a,8)。C―Fms/CSF-lR陽性細胞も H.0個/mmと,対
照群の 8.1個/mmに比べ,有意に増カロした (図7b,8)。一方,1.251Uのカルシ











る。 破骨細胞の形成と分化には,CSF-1とOsteoclast Dittrentiation Factor(ODF)
が必須であることが知られている (Suda ct d。,1995)。 ODFは破骨細胞の前駆
細胞から多核細胞への分化 と融合,及び破骨細胞の活性化に不可欠な因子で,
CSF‐1と相互に作用することが報告されている (Takahashi et」。,1999)。 CSF‐1
は破骨細胞の前駆細胞の増殖と多核細胞への分化,融合に不可欠であり (Tanaka
et al.,1993),DF細胞においても,CSF‐1及び CSF‐1-Aの発現が認められて
いる (Wise and zhao,1995)。 このことから,DF細胞培養系より採取したCM
に,CSF‐1が含まれていると考えられる。
CSF‐1の受容体は,プロトオンコジーンの c―hsにコー ドされる蛋自で (Sher
et al.,1985),単核細胞の細胞表層に存在する (Re■enmier et al.,1985)。 歯胚周






で形成 された TRAP陽性多核細胞に,c―Fmsの発現が認められ (Kodama et
d。,1991),in宙voにおいても破骨細胞に c‐Fmsが発現することが知られている
(Weir et al。,1993)。 また,分化の最終段階の破骨細胞に,c―Fms mRNAが発現
することから (Hoおte■er a al.,1992),歯胚周囲のTRAP陽性多核細胞が破骨細
胞の性質を持つことが考えられる。歯胚周囲での TRAP陽性細胞の発現は,生
後 3日で最も多く,その後減少することがすでに報告されている (Celinski et狙.,
1994)。 本研究においても,TRAP染色に陽性を示す c‐Fms/CSF-lR陽性細胞は,
生後 3日において最も多く観察され,その後減少 した。 一方,ラットのDF培
養細胞における,CSF‐1-Aのレベルも,生後 3日目において,最大になる
ことが報告されている (Wise and zhao,1995)。 したがつて,下顎第一日歯周囲
の多核細胞における c‐Fms/CSF-lRの発現と,DF細胞での CSF…1生成 レベルの
間に相関があることが推測される
臨床的に乳歯の根尖病巣,歯髄炎などの永久歯胚周囲において炎症性の変化
がある と,後継永久歯の萌 出は早 くなる と言われ ている (Moyers,1988;
Lauterstein et J.,1962)。 一方 骨代謝異常を持つ患者では,乳歯・永久歯の萌
出が遅延することが報告されている (Yollnd et d.,1988)。 歯の萌出が歯槽骨の
吸収・添加を伴 うことから,歯胚周囲の破骨細胞の活性 とは,密接な関係があ
ると考えられる。炎症性の細胞間伝達物質 (サイ トカイン)の一つである IL-1
αは,in宙trOにおいて骨吸収を促進 し,ヒト骨髄培養細胞において破骨細胞数
を増加させる (Pfeilschitter et」。,1989)。逆にカルシ トニンは,破骨細胞の骨吸
収活性 を低下 させ ることが知 られている (Rao et al.,1981;Warshawsky et
al。,1980; Su冽面 et J.,1996)。 これらの因子が歯胚周囲の破骨細胞形成に及ぼ
す影響を明らかにするため,ラットにIL-lαおよびカルシ トニンを投与した。
ラットに IL-lαを腹腔内投与すると,DF周囲の TRAP陽性細胞とc―Fms陽性
細胞が,いずれも増加 した。 IL-lαの受容体がDF細胞に存在 し(Wise and zhao,
1997),in宙trOでIL-lαがDF細胞におけるCSF‐1遺伝子の発現を促進する(Wise
and Lin,1994)ことから,IL‐lαが受容体を通 してDF細胞を直接刺激 し,DF細
胞からのCSF-1分泌を促進する結果,DF周囲での破骨細胞の増加が起こる,と





の形成が阻害される (Scheven et d。,1991)。 また,カルシ トニンは,破骨細胞
の形態に変化を及ぼす ことが知 られている (Ikegame et al.,1996;Suzuki et
J.,1996)。 本研究においてもカルシ トニンの腹腔内投与により,DF周囲におけ
るTRAP陽性細胞の減少と,核の減少や細胞の形態的な変化が観察された。 し
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図1 : 培養 14日目におけるTRAP陽性多核細胞の形成
③ :対照群, (b):50%COnditiOned medillm添加,バー は20μ mを示す。
図2: CMがTRAP陽性多核細胞の形成に及ぼす影響
*は, P<o.o5を示す。





dental f01licle(DF),歯槽骨 (AB 星状網 (SR),エナメル質 (E),バーは20
μmを示す。
22
図5 : 生後0,3,12日のラットdental fOllicle周囲組織におけるTRAP陽性
細胞およびc_Fms陽性細胞の分布




図 7: IL‐lαまたはカルシ トニンを投与した3日日のラット歯胚周囲組織 :
TRAP陽性細胞およびc_Fms陽性細胞の分布
dental f01licle(DF),歯槽骨 (AB 星状網 (SR),バーは 50μ mを示す。
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